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Zusammenfassung 
Die Bedeutung der Sialinsäuren für die Funktion und Organisation des  
VE-Cadherins 
Nelson Paulo Monteiro de Oliveira 
Endothelzellen werden durch Interzellularkontakte zusammengehalten und bilden 
dabei eine Barriere, die organspezifisch den Stoffaustausch kontrolliert.  
Eine der regulatorischen Hauptkomponenten der Interzellularkontakte ist der 
sogenannte VE-Cadherin-Catenin-Komplex, bestehend aus VE-Cadherin, -, - und -
Catenin. Auffällig ist dabei die terminale Glykosylierung des VE-Cadherins, die zu 84 % 
aus Sialinsäuren besteht, deren Funktion bislang unklar war. In der vorliegenden Arbeit 
wurden Bedeutung und Funktion der Sialinsäuren für die Organisation und die Funktion 
des VE-Cadherins untersucht. Ziel war es, den Einfluss der Sialinsäuren auf 
Permeabilität und Stabilität der endothelialen Adhäsionen, die durch das VE-Cadherin 
reguliert werden, zu untersuchen. 
Die morphologischen Untersuchungen mit dem Konfokalmikroskop, die Ergebnisse der 
Impedanzspektroskopie und die Schubspannungsexperimente zeigten, dass VE-
Cadherin nach Sialidasebehandlung von Endothelzellen deutlich in seiner Morphologie 
und Funktion alteriert wird. Als Folge dieser strukturellen und funktionellen 
Veränderung ist das Endothel in einer seiner wichtigsten Funktionen, der 
Barrierefunktion, erheblich gestört. Unter Schubspannungen kommt es zu einer 
Permeabilitätserhöhung und zu einer Beeinträchtigung der Zellkontakte. 
Diese Ergebnisse zeigen eine enge Beziehung zwischen der Funktion der 
Endothelzelle und der Glykosylierung mit Sialinsäuren.  
Tag der mündlichen Prüfung: 03.07.2008 
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Zusammenfassung 
Das Endothel ist der zum Gefäßlumen hin gerichtete Zellverband der innersten 
Wandschicht von Lymph – und Blutgefäßen.  
Das Endothel besitzt unterschiedliche, für den Organismus außerordentlich 
wichtige Funktionen wie die Regulierung des Stoffaustausches zwischen 
Gewebe und Blut, die Regulation des Blutdruckes und der Gerinnung und die 
Beteiligung an Entzündungsprozessen und an der Angiogenese. 
Endothelzellen werden durch Interzellularkontakte zusammengehalten und 
bilden dabei eine Barriere, die organspezifisch den Stoffaustausch kontrolliert. 
Eine der regulatorischen Hauptkomponenten der Interzellularkontakte ist der 
sogenannte VE-Cadherin-Catenin-Komplex, bestehend aus VE-Cadherin, -
Catenin, -Catenin und -Catenin. Auffällig ist dabei die terminale 
Glykosylierung des VE-Cadherins, die zu 84 % aus Sialinsäuren besteht. 
Die Funktion dieser terminalen Glykosylierung mit Sialinsäuren war bislang 
unklar. 
In der vorliegenden Arbeit wurden Bedeutung und Funktion der Sialinsäuren für 
die Organisation und die Funktion des VE-Cadherins untersucht.  
Ziel war es, den Einfluss der Sialinsäuren auf Permeabilität und Stabilität der 
endothelialen Adhäsionen, die durch das VE-Cadherin reguliert werden, zu 
untersuchen. 
a) Unter dem Konfokalmikroskop zeigte sich eine Veränderung der 
Organisation des VE-Cadherins nach Depletion der Sialinsäuren. Die 
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gleichmäßige Verteilung des Cadherins in der Zellmembran änderte sich hin 
zu einer ungleichmäßigen Verteilung in Form von punktuellen 
Konzentrationen des Cadherins, sogenannten „Clustern“. Diese Ergebnisse 
konnten in CHO-Zellen mit trunkiertem VE-Cadherin bestätigt werden. 
b) Die Messung transendothelialer Widerstände (TEER) mittels 
Impedanzspektroskopie ergab eine paradoxe Widerstandserhöhung nach 
Sialidaseexposition, die über einen Zeitraum von 2 Stunden nur langsam 
rückläufig war. Somit scheint die Ausbildung von „Clustern“ unter 
Ruhebedingungen beim VE-Cadherin nicht automatisch zu einer 
gesteigerten Permeabilität zu führen. Dies änderte sich, sobald die Zellen 
Schubspannungen ausgesetzt wurden. Der transendotheliale Widerstand 
fiel unter den Ausgangswert und die gleichzeitig aufgenommenen 
mikroskopischen Bilder zeigten Lücken an den Zell-Zell-Kontakten. 
c) CHO-Zellen mit trunkiertem VE-Cadherin zeigten unter 30 dyn 
Schubspannungen und Inkubation mit Sialidase bereits nach 8 Minuten 
Ablöseerscheinungen vom Untergrund, was nach 20 Minuten zu einem 
kompletten Adhäsionsverlust führte.  Unbehandelte Zellen zeigten unter 
alleiniger Anwendung von Schubspannungen keinen Adhäsionsverlust. 
d) Mittels Western-Blot wurde der VE-Cadherin-Catenin-Komplex untersucht. 
Zu den Cateninen gehören das -Catenin, -Catenin und -Catenin. Alle 
Catenine waren nach Inkubation mit Sialidase und „Clusterbildung“ des VE-
Cadherins im Western-Blot nachweisbar. Dies bedeutet, dass der Cadherin-
Catenin-Komplex unter Inkubation mit Sialidase unter Ruhebedingungen 
intakt bleibt. 
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Die morphologischen Untersuchungen mit dem Konfokalmikroskop, die 
Ergebnisse der Impedanzspektroskopie und die Schubspannungsexperimente 
zeigen, dass VE-Cadherin nach Sialidasebehandlung von Endothelzellen 
deutlich in seiner Morphologie und Funktion alteriert wird. Als Folge dieser 
strukturellen und funktionellen Veränderung ist das Endothel in einer seiner 
wichtigsten Funktionen, der Barrierefunktion, erheblich gestört. Unter 
Schubspannungen kommt es zu einer Permeabilitätserhöhung und zu einer 
Beeinträchtigung der Zellkontakte. 
Diese Ergebnisse zeigen eine enge Beziehung zwischen der Funktion der 
Endothelzelle und der Glykosylierung mit Sialinsäuren. Dies könnte z.B. eine 
wichtige Rolle bei kardiovaskulären Erkrankungen spielen.  
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1. Einleitung 
1.1 Das Endothel 
Endothelzellen bilden die innere Auskleidung von Blut- und Lymphgefäßen und 
Herzinnenräumen. Das Endothel übt eine Reihe von Funktionen aus, die 
wichtig sind für den Stofftransport zwischen intra- und extravasalem Raum, 
Entzündungsreaktionen, die Regulation des lokalen Gefäßtonus [60] und bei 
der Arteriosklerose [64]. 
Am Beispiel des VE-Cadherins wird in dieser Arbeit gezeigt, welche 
entscheidende Rolle Glykosylierungsstrukturen für die einwandfreie Funktion 
von Membranproteinen spielen und wie sie die Funktion des Endothels 
beeinflussen. 
Die Endothelzellen stellen eine Barriere zwischen Blut und interstitiellem Raum 
dar und kontrollieren somit den Austausch von  Wasser, wasserlöslichen und 
lipidlöslichen Stoffen. Makromoleküle, wie z.B. das Albumin, und lipidlösliche 
Stoffe werden transzellulär transportiert. Der Transport der Makromoleküle 
erfolgt über Diffusion und Konvektion durch große transendotheliale Poren, 
sogenannte Caveolae, die sich durch Verschmelzungen von 
Membraninvaginationen bilden. Kleinere Moleküle und wasserlösliche Stoffe 
werden parazellulär transportiert, deren Regulation durch die Zellkontakte des 
Endothels erfolgt [40, 52]. 
Bei Entzündungsprozessen, insbesondere der Sepsis, ist diese Funktion gestört 
und ermöglicht eine Extravasation von Makromolekülen und Flüssigkeit.  Die 
Folgen sind schwere Ödeme. Dieses Phänomen bezeichnet man als Capillary-
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Leak-Syndrome. 
Die Regulation des Gefäßtonus, und damit der Organperfusion, erfolgt 
einerseits durch Produktion und Freisetzung, andererseits durch Aufnahme und 
Modulation vasoaktiver Substanzen. Dabei werden biogene Amine, wie 
Serotonin und Noradrenalin aktiv ins Endothel transportiert und dort oxidativ 
desaminiert. Das Endothel ist weiterhin an der Metabolisierung des im Blut 
zirkulierenden ATP´s, ADP´s und Bradykinins beteiligt. Das Angiotensin-
converting enzyme (ACE), das Angiotensin I in Angiotensin II umwandelt, wird 
ebenfalls vom Endothel produziert und exprimiert. Die Bildung von 
Stickstoffmonoxid (NO), das identisch ist mit Endothelium-derived relaxing 
factor  (EDRF),  und die Bildung von Endothelin sind aber die bedeutenderen  
Mediatoren der endothelialen Regulation des Gefäßtonus. Die Bildung von 
Stickstoffmonoxid erfolgt mit Hilfe einer Kalzium-abhängigen NO-Synthase [63]. 
Die Freisetzung des vasodilatierenden NO aus dem Endothel unterliegt den 
ständig auf das Endothel einwirkenden Einflüssen wie Wandschubspannungen, 
Abfall des arteriolären Sauerstoffpartialdrucks und der mechanischen 
Deformation der Gefäße. Durch die Bildung und Freisetzung des NO ist das 
Endothel in der Lage, die Organperfusion den jeweiligen Bedürfnissen 
anzupassen. NO wirkt dabei vasodilatatorisch und hemmt die Freisetzung von 
Noradrenalin [63].   
Das Endothelin wiederum besitzt vasokonstriktorische Eigenschaften. Im 
Gegensatz zum NO scheint das Endothelin jedoch keine Rolle bei der 
Aufrechterhaltung des Blutdruckes zu spielen, sondern eher bei pathologischen 
Prozessen. So konnte z.B. bei Patienten im kardiogenen Schock, bei 
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pulmonalem Hochdruck oder bei akutem Nierenversagen eine erhöhte 
Endothelinkonzentration nachgewiesen werden [35]. 
Bei der Arteriosklerose spielen Endothelzellen mehrere wichtige Rollen. Zum 
einen werden Proliferationen von glatten Muskelzellen durch Produktion von 
Wachstumsfaktoren aus den Endothelzellen verstärkt. Durch die Proliferation 
zerstörte Endothelzellen setzen Substanzen frei, die eine Einwanderung von 
Leukozyten und Makrophagen zur Folge haben. Der Ausfall der 
Prostaglandinsynthese infolge einer Endothelzellschädigung begünstigt die 
Bildung von Mikrothromben. Der Verlust der Schrankenfunktion des Endothels 
führt zu einer Passage der cholesterinreichen Lipoproteine (LDL) und teilweise 
Endozytose durch glatte Muskelzellen. 
Bei Entzündungsprozessen ist das Endothel an der Bindung und der 
Transmigration der Leukozyten beteiligt. Dies geschieht über 
Adhäsionsmoleküle, z. B. PECAM (Platelet Endothelial Cell Adhesion 
Molecule). Sie binden an Rezeptoren der Leukozyten und ermöglichen somit 
eine Anbindung der Leukozyten an das Endothel und ein Hindurchtreten der 
Leukozyten durch die interzellulären Verbindungen, die sog. Diapedese [5]. 
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1.2 Zusammensetzung der Zellkontakte des Endothels, 
molekularer Aufbau und funktionelle Bedeutung in vivo 
 
Die Zellkontakte des Endothels bestehen aus tight junctions, gap junctions und 
adherens junctions. Die wichtigsten Funktionen dieser Kontaktstellen sind die 
mechanische Verknüpfung der Zellen und die Regulation der transendothelialen 
Permeabilität [52]. 
 
1.2.1 Tight junctions 
 
Tight junctions, in der Regel apikal gelegen, verschließen den Interzellularraum, 
unterbinden eine Lateralverschiebung aller Anteile der Plasmamembran und 
lassen nur in begrenztem Ausmaß den Transport kleinster Moleküle durch 
Interzellularspalten zu. Tight junctions kommen ubiquitär im Gefäßsystem vor. 
Sie spielen aufgrund ihrer Heterogenität bezüglich der Konzentration eine 
wichtige Rolle in der Regulation der Mikrozirkulation. In den Hirnkapillaren sind 
Tight junctions sehr zahlreich und komplex strukturiert. Sie bilden das 
morphologische Korrelat der Blut-Hirn-Schranke und sorgen für eine äußerst 
geringe Permeabilität. Im Gegensatz dazu, stehen z.B. die Lebersinusoide und 
postkapillären Venolen in denen die Konzentration und Komplexität der Tight 
junctions so gering ist, dass eine erhöhte Permeabilität ermöglicht wird, und den 
Durchtritt von Proteinen, Makromolekülen und sogar korpuskularen Elementen 
ermöglicht.  
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Molekulare Komponenten der Tight junctions sind Occludin, Claudin, Junctional 
adhesion molecule ( JAM ), ZO-1 und Cingulin. Occludin ist mit dem Zytoskelett 
verbunden und wird von JAM, ZO-1 und Cingulin, die alle mit Occludin 
kolokalisiert sind, in seiner Funktion und Struktur reguliert [1].  
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Tight junctions bilden eine Diffusionsbarriere die den parazellulären 
Transport von Molekülen kontrolliert.   
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1.2.2 Gap junctions 
Gap junctions (Abb.2) spielen in Endothelzellen eine wichtige Rolle bei der 
Kommunikation zwischen den Endothelzellen.  
Zusätzlich besteht eine Verbindung der Endothelzellen mit den glatten 
Muskelzellen über Gap junctions, was für die Modulation des Gefäßtonus von 
Bedeutung ist. 
Bei den Gap junctions handelt es sich um fleckförmige Gebiete, bei denen der 
Abstand zwischen den Zellmembranen 2-4 nm beträgt. Gap junctions bestehen 
aus intramembranösen Tunnelproteinen, sogenannten Connexonen [38]. In der 
Regel umschließt ein Connexon einen Kanal, der einen Durchmesser von 1-1,5 
nm besitzt. Die Tunnelproteine gegenüberliegender Membranen berühren sich, 
so dass zwischen den Zellen Kommunikationswege entstehen. Dadurch 
ermöglichen Gap junctions einen passiven Austausch niedermolekularer 
Substanzen wie Glukose, Aminosäuren, Steroidhormonen und die Passage von 
Ionen.  
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Abb. 2: Gap junctions sind porenbildende Kanäle, die einen passiven Austausch 
niedermolekularer Substanzen zwischen zwei Zellen ermöglichen. 
 
1.2.3 Adherens junctions 
Adherens junctions kommen in allen Gefäßendothelzellen vor und haben sehr 
vielfältige Funktionen. Sie dienen nicht nur der mechanischen Verankerung der 
Zellen, sondern spielen auch eine wichtige Rolle bei der intrazellulären 
Signaltransduktion. Ein gewichtiger Unterschied zu Tight junctions und Gap 
junctions ist, dass Adherens junctions bei der Angiogenese und der 
Morphogenese der Endothelzellen regulatorisch beteiligt sind.  
Zu den Adherens junctions gehören die Cadherine, integrale Membranproteine, 
die Kalzium abhängig Zellkontakte ausbilden und über Catenine mit den 
Aktinfilamenten des Zytoskeletts interagieren [1]. Adherens junctions im 
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Endothel bestehen aus dem Vaskulären Endothelialen Cadherin (VE-Cadherin), 
das in allen Endothelzellen des Gefäßsystems und des Herzens exprimiert wird. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Adherens junctions. Die Cadherine sind 
über Catenin, Vinculin und α-actinin mit den Aktinfilamenten der Zelle 
verknüpft. 
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1.3 Molekularer Aufbau des VE-Cadherins und des Cadherin-
Catenin-Komplexes 
Das VE-Cadherin besteht aus drei Domänen: die N-terminale extrazytosolische 
Domäne, die transmembranöse und die intrazelluläre, carboxyterminale 
Domäne [4].  
Die N-terminale extrazytosolische Domäne besteht aus einer fünffach 
repetitiven Sequenz. In der Zellmembran kommt es zur Bildung von parallelen 
cis-Dimeren. Diese Konformation ermöglicht eine Kalzium abhängige Bildung 
von trans-Dimeren mit Cadherinen der gegenüberliegenden Zelle und damit die 
Bildung von Zellkontakten [4]. 
Die intrazelluläre Domäne ist über ß-Catenin und Plakoglobin (-Catenin) mit 
den Aktin-Filamenten des Zytoskeletts verknüpft.  
Dabei erfolgt die Verknüpfung von ß-Catenin und Plakoglobin an die 
Aktinfilamente über -Catenin [54, 55]. Das -Catenin ist zusätzlich in der Lage, 
-Actinin und Vinculin zu binden und somit den Cadherin-Catenin-Komplex zu 
stabilisieren.  
Ein weiteres Protein, p120, findet sich an der Membran nahen Domäne des VE-
Cadherins. p120 reguliert die Adhäsionsfunktion des VE-Cadherins, besitzt aber 
keine Verknüpfung mit -Catenin oder anderen Actin bindenden Proteinen.  
Durch die indirekte Bindung des VE-Cadherins an das Zytoskelett über den 
Cadherin-Catenin-Komplex entsteht eine stabile Verknüpfung der 
Endothelzellen im Gefäßsystem [4]. 
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Der Cadherin-Catenin-Komplex reguliert die Adhäsion der Endothelzellen, ist 
aber auch gleichzeitig von besonderer Bedeutung für die Angiogenese. 
Eine Inaktivierung des Cadherin-Catenin-Komplexes durch Entfernung der 
zytosolischen Domäne des VE-Cadherins verhindert eine Gefäßneubildung und 
führt zu einer Degeneration von bereits entwickelten vaskulären Strukturen in 
fetalen Mäusen. Wird VE-Cadherin komplett entfernt, kommt es zu vermehrter 
Apoptose und die Endothelzellen reagieren nicht auf Signale des VEGF-
Proteins (Vascular endothelial growth factor). Wird ß-Catenin inaktiviert, kommt 
es zu Veränderungen der Gefäßmorphologie, die zu einer Schädigung der 
endothelialen Barriere führt und damit Ödeme und Hämorrhagien verursacht 
[6].  
Cadherine beeinflussen die Angiogenese zusätzlich über intrazelluläre 
Signaltransduktion. 
Einerseits aktivieren Cadherine direkt die Signaltransduktion über spezifische 
Wachstumsfaktoren, andererseits  über eine Translokation von ß-Catenin oder 
anderen Transkriptionsfaktoren zum Nukleus. Somit ist VE-Cadherin in der 
Lage, Endothelzellen vor Apoptose zu schützen und das Wachstum der 
Endothelzellen zu kontrollieren [8].  
In Angiosarkomen fehlt VE-Cadherin, so dass vermutet wird, dass das Fehlen 
des VE-Cadherins zu einer Erhöhung der Konzentration des freien ß-Catenins 
führt und damit zu einem ungehemmten Wachstum der Endothelzellen [71].  
Somit sind die Cadherin/Catenin-Komplexe nicht nur bedeutsam für die 
Zelladhäsion, sondern beeinflussen die Transkription und regulieren 
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Zellwachstum und Zelldifferenzierung [9]. 
VE-Cadherine besitzen sieben potenzielle N-Glykosylierungsstellen, die auf der 
extrazellulären Domäne lokalisiert sind. Es konnte gezeigt werden, dass VE-
Cadherine ausschließlich N-Glykane besitzen und 84% dieser N-Glykane 
terminale Sialinsäuren tragen [22]  (Tabelle 1). 
 
Tabelle 1: Glykosylierungsstruktur von humanem VE-Cadherin (aus Geyer et al., 
Glycobiology. 1999 Sep; 9(9):915-25). 
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1.4 Weitere endothelspezifische Zelladhäsionsmoleküle 
Neben dem VE-Cadherin als Adhäsionsmolekül gibt es noch den Nectin-Afadin-
Komplex, der hauptsächlich im Epithel vorkommt und über dessen Funktion im 
Endothel noch sehr wenig bekannt ist (Abb.4). Drei Komponenten bilden diesen 
Komplex, nämlich Nectin, Afadin und Ponsin. Nectin ist wie VE-Cadherin ein 
transmembranöses Protein und über seinen zytosolischen Anteil an Afadin 
gebunden. Afadin bindet über Ponsin an -Catenin und Vinculin, die eine 
Verknüpfung mit den Aktinfilamenten des Zytoskelletts herstellen. Da der 
Nectin-Afadin-Komplex mit VE-Cadherin kolokalisiert ist, wird für diesen 
Komplex eine wichtige Rolle bei der Zelladhäsion vermutet [3].  
 
 
Abb. 4:  Struktur der Zelladhäsionsmoleküle (aus  Bazzoni G., Physiol Rev. 2004 Jul; 
84 (3):869-901). 
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 PECAM ist ein transmembranäres Immunglobulin mit einer hohen Dichte im 
Bereich der Zellkontakte. Es ist nicht endothelspezifisch, sondern findet sich 
auch in Leukozyten und Thrombozyten. PECAM ist an der Angiogenese 
beteiligt und für die Leukozyteninfiltration bedeutend. Eine Inaktivierung des 
PECAM-Gens in Mäusen führte zu einer Erhöhung der vaskulären Permeabilität 
und der Inzidenz von autoimmuner Enzephalomyelitis [23].  
 
1.5 Glykosylierungsstrukturen des VE-Cadherins 
N-Glykosylierungen sind posttranslationale Modifikationen an Proteinen, bei 
denen Oligosaccharide über eine Stickstoffbrücke an Asparagine gebunden 
sind, die in einer bestimmten Sequenzfolge vorliegen [29]. 
Ihr pH-Wert und ihre Ladung bestimmen häufig die Funktion der Glykoproteine. 
84 % der N-glykosidisch gebundenen Zuckerseitenketten des VE-Cadherins 
bestehen aus Sialinsäuren. 
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1.6 Sialinsäuren 
Sialinsäuren (Abb. 5) gehören zur Familie der Neuraminsäuren und befinden 
sich in der Regel am nonreduktiven Ende von Glykoproteinen und - lipiden.  
Sie sind vor über 70 Jahren erstmalig entdeckt worden, damals zuerst an 
neuronalen Zellen, deshalb auch erst als Neuraminsäure bezeichnet. 
Sialinsäuren enstehen im Zytosol durch eine Verbindung aus 
Phosphoenolpyruvat mit N-acetylmannosamin-6-phosphat. Nach 
Dephosphorylierung wird das freie Monosaccharid im Nukleus zu einem CMP-
Glykosid umgewandelt und gelangt über einen Antiporter zum Golgi-Apparat, 
wo es dann über spezifische Sialyltransferasen [28], die sowohl für das 
Akzeptorglykan als auch für die glykosidische Bindung spezifisch sind, auf  
Glykane transferiert wird. An Glykane gebundene Sialinsäuren können dann 
über 8-O-Methyltransferasen bzw. O-Acetyltransferasen zusätzlich modifiziert 
werden. In Glykoproteinen und – lipiden kommen Sialinsäuren am häufigsten in 
Form von N-acetyl-Neuraminsäuren bzw. N-glykolyl-Neuraminsäuren vor. Beim 
Menschen kommt lediglich die erste der beiden Formen vor. 
Abgebaut werden Sialinsäuren extrazellulär oder lysosomal durch Sialidasen 
und Esterasen [49]. Gleichzeitig werden auch die Glykoproteine abgebaut und 
in der Membran durch neue sialylierte Glykoproteine ersetzt. 
Sialinsäuren sind verantwortlich für a) negative Ladung und Struktur 
verschiedener Glykoproteine in der Zellmembran, b) Kommunikation zwischen 
den Zellen und c) Erkennung von anderen Glykoproteinen [34, 39]. Sie 
funktionieren auf der Zellmembran als Rezeptoren für Influenzaviren [27], 
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Mykoplasmen [61], Blutgruppenmerkmalen [41], Toxinen und 
Tumorspezifischen Antikörpern. Sialinsäuren spielen eine wichtige Rolle bei 
Entzündungsprozessen [66]  und scheinen außerdem eine wichtige Rolle für die 
Lebensdauer von Erythrozyten und Glykoproteinen zu spielen [21, 51]. 
Da 84 % der N-glykosidisch gebundenen Zuckerseitenketten des VE-Cadherins 
aus Silainsäuren bestehen, war zu vermuten, dass Sialinsäuren wichtig für eine 
einwandfreie Funktion des VE-Cadherins sind. Deshalb wurde untersucht, 
inwieweit Sialinsäuren bestimmte Funktionen des VE-Cadherins und damit der 
Endothelzellen beeinträchtigen: Dazu gehören die Zelladhäsion der 
Endothelzellen unter Schubspannungen, der transendotheliale Widerstand und 
strukturelle Veränderungen der Organisation des VE-Cadherins in der 
Zellmembran. Um das Glykoprotein isoliert betrachten zu können, wurden 
anstatt von Endothelzellen, epitheliale Zellen aus dem Ovar des Chinesischen 
Hamsters (CHO) benutzt. In diese Zelltypen war trunkiertes VE-Cadherin, d.h. 
ohne intrazelluläre Domäne, transfiziert worden [4]. 
Die dabei erhobenen Daten zeigen, dass Sialinsäuren für eine einwandfreie 
Funktion des VE-Cadherins bei der Zelladhäsion von großer Bedeutung sind.  
 
Abb. 5: Strukturformel von Sialinsäure. 
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2 Material und Methode 
2.1 Material 
M 199 (Gibco, Eggenstein, Deutschland) 
Cellocates (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
Sialidase (Sigma Aldrich, Deutschland) 
Penicillin (Sigma Aldrich, Deutschland) 
Streptomycin (Sigma Aldrich, Deutschland) 
Geneticin (Sigma Aldrich, Deutschland) 
Human Albumin (Sigma Aldrich, Deutschland) 
VE-cadherin-AK (Chemicon, USA) 
Goat-anti-mouse-AK [GAM] (Chemicon, USA) 
Kulturflaschen, Petriflaschen (Falcon, Heidelberg, Deutschland) 
PBS (Sigma Aldrich, Deutschland) 
BioRad 2D-Mini-Cell (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) 
SDS-Page-Standards (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) 
Konfokalmikroskop Fluoview (Olympus, Hamburg, Deutschland) 
Impedanzmessgerät (Solartron Metrology, Meerbusch, Deutschland) 
Nanoscope III Multimode-AFM (Digital Instruments, CA, USA) 
SPIP (Image Metrology, Lyngby, Dänemark) 
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2.2 Zellkultur 
2.2.1 CHO-Zellen 
Für die vorliegende Arbeit wurde u.a. eine bekannte CHO-Zelllinie verwandt, die 
ursprünglich aus dem Ovar Chinesischer Hamster isoliert wurde. Diese Zellen 
exprimieren normalerweise keine bekannten Cadherine. Um die funktionelle 
Bedeutung der terminalen Sialinsäuren des VE-Cadherin zu untersuchen, 
wurden die Zellen mit nachfolgenden Konstrukten transfiziert und stabil 
exprimierende Zelllinien hergestellt. Für unsere Experimente wurden Zellen 
genutzt, die stabil transfiziert worden waren, mit VE-Cadherin (CHO-VE-
Cadherin), einem trunkierten VE-Cadherin (CHO-VE-cadherin-trunc) und einem 
Fusionsprotein, das aus dem „ enhanced green fluorescent protein“ und dem 
humanen VE-Cadherin zusammengesetzt wurde (CHO-VE-Cadherin-EGFP). 
Bei dem trunkierten VE-Cadherin handelt es sich um ein VE-Cadherin, das 
keine Catenine mehr binden kann, aufgrund einer Deletion der gesamten 
intrazellulären carboxyterminalen Domäne. CHO-VE-Cadherin und CHO-VE-
cadherin-trunc wurden freundlicherweise von Prof. Elisabetta Dejana (Mailand) 
zur Verfügung gestellt. 
Die CHO-VE-Cadherin-EGFP exprimierenden Zellen wurden in unserem Labor 
von Frau Fei Luo hergestellt.  
Die CHO-Zellen wuchsen in Kulturflaschen der Firma Falcon aus Heidelberg, 
die eine Wachstumsfläche von 25 cm2 besitzen. Das fertige Kulturmedium 
bestand aus „Dulbecco´s Minimum Essential Medium“ angereichert mit 1,0 g/l 
Glucose, 3,7 g/l Natriumbicarbonat und 1,0289 g/l N-Acetyl-L-Alanyl-L-glutamin. 
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Dem Medium wurden zusätzlich noch 10 % fetales Kälberserum, 200 µl 
Geneticin, einer 450 mg/ml konzentrierten Stammlösung und 50 units/ml 
Penicillin und Streptomycin zugefügt. Dem Medium für die CHO-Klon -Zellen 
wurde kein Geneticin zugefügt. Die Zellen inkubierten in einer mit 5% CO2 
angereicherten Atmosphäre bei 37°C in einem Brutschrank der Firma Salvis 
(Biocenter 2001). Nach drei bis vier Tagen hatten sich die Zellen so weit 
vermehrt, dass sie für die Experimente verwendet werden konnten. 
 
2.2.2 Huvec (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 
Die Nabelschnüre wurden zuerst beidseitig abgeklemmt und in 70% Ethanol für 
2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die 
Nabelschnurvene mit einer Braunüle kanüliert und das Gefäß mit PBS 
(Phosphate Buffered Saline) gespült. Die Vene wurde anschließend mit 
Kollagenase, in PBS gelöst, gefüllt und inkubierte 10 Minuten bei 37 ° C im 
Wasserbad. Nach leichter mechanischer Behandlung der Nabelschnur wurde 
die Kollagenase mit den isolierten Zellen gewonnen, bei 1200 rpm 
abzentrifugiert und mit neuem Medium 199 plus 20 % fetalem Kälberserum 
(FCS) in Kulturflaschen kultiviert.   
Konfluente Zellkulturen wurden nach Standardmethoden passagiert. Dazu 
wurde das Kulturmedium abgesaugt und anschließend die Zellen mit Trypsin 
(25 µg/ml) und EDTA (3 mM) benetzt. Sobald sich die Zellen gelöst hatten, 
wurde serumhaltiges Medium in die Kulturflasche gegeben und anschließend 
ein Teil der Zellen neu ausgesät. Die Zellen für die Impedanzmessungen 
  21 
inkubierten in Endothelial Growth Medium (Promo Cell). 500 ml Medium 
enthielten 10 ml FCS, 2 ml ECGS/H, 0,1 ng/ml EGF, 1,0 ng/ml bFGF, 1,0 µg/ml 
Hydrocortison, Gentamicin/Amphotericin B. Zusätzlich wurde dem Medium ein 
Supplement Mix zugegeben.   
 
2.3 Behandlung der Zellen mit Sialidase   
Die CHO-Zellen wurden mit Sialidase (Sigma) [7] in einer Konzentration von 1 
U/ml behandelt. Die Sialidase  war in M 199 + 1% Human Albumin gelöst.  
Nach der Behandlung wurden die Zellen bis zu 2 Stunden weiter bei 37 ° C 
inkubiert. Vorherige Experimente hatten gezeigt, dass kürzere 
Inkubationszeiten bereits zu Veränderungen am VE-Cadherin führten, die 
eindeutigsten Veränderungen erst nach einer 2-stündigen Inkubationszeit 
sichtbar wurden.  
Nach der Inkubation wurden die Zellen anschließend mit dem 
Konfokalmikroskop untersucht, beziehungsweise Schubspannungen 
ausgesetzt.  
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2.4 Immunfluoreszenz 
Nach der Inkubation wurden die Zellen mit 2%igem Paraformaldehyd 10 
Minuten lang fixiert, anschließend mit PBS gespült und ein primärer Antikörper 
dazugegeben. Für die Immunfluoreszenz wurde ein Mausantikörper gegen 
humanes VE-Cadherin (Fa. Chemicon) benutzt, in einer Verdünnung von 1:50 
in PBS. Nachdem die Proben mit dem Primärantikörper über Nacht bei 4°C im 
Kühlschrank lagerten, wurde am nächsten Tag ein Sekundärantikörper (GAM) 
in einer Verdünnung von 1:200 in PBS dazugegeben. Der Sekundärantikörper 
war mit dem Immunfluoreszenzfarbstoff Alexa 488 gekoppelt, der im 
Konfokalmikroskop bei 488 nm angeregt wurde. Die Zellen inkubierten 1 Stunde 
lang mit dem Sekundärantikörper bei Raumtemperatur und wurden 
anschließend mit Paraformaldehyd für 1 Minute fixiert, mit PBS gewaschen und 
in N-Propyl-Gallat eingedeckt um abschließend im Laser-Konfokal-Mikroskop 
(Olympus) untersucht zu werden. 
 
2.4.1 Vitalfluoreszenz an lebenden Zellen  
Neben den bereits erwähnten transfizierten CHO-Zellen wurden auch Zellen 
verwand die VE-cadGFP-Plakoglobin exprimierten. VE-cadGFP-Plakoglobin 
wurde in unserem Labor von Frau Fei Luo hergestellt. GFP (Green Fluorescent 
Protein) ist ein grün fluoreszierendes Protein [10, 17], welches an die 
intrazelluläre Domäne des  VE-Cadherins gekoppelt worden ist und somit eine 
in vivo Untersuchung der Zellen unter Sialidaseexposition ermöglichte. Die 
Zellen befanden sich während der Dauer des Experiments in einer 
23 
Wärmekammer bei 37°C. Die Aufnahmen der Zellen erfolgten mit einem 
Konfokalmikroskop (Olympus) in Abständen von jeweils 30 Minuten. Das 
Experiment dauerte insgesamt 2 Stunden.  
Die Gesamtbelichtungsdauer betrug ca. 10 Minuten. Die einzelnen Scans 
dauerten ca. 10-15 Sekunden, so dass pro Aufnahme die Scanzeit nicht länger 
als 1-1,5 Minuten dauerte. Belichtungsdauer und Scanzeiten wurden so niedrig 
wie möglich gehalten, um das GFP nicht auszubleichen. 
 
2.5 Immunpräzipitation  
Zellextraktion 
Die Immunopräzipitation des VE-Cadherin/Catenin-Komplexes wurde 
folgendermaßen durchgeführt. Nach Beenden des jeweiligen Experimentes 
wurden die Zellen mit Sialidase 3 x 30 sec. mit eiskaltem PBS gewaschen und 
anschließend mit Lysispuffer (20mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1% Triton, 0,04 % 
Acid , 1 mM PMSF (Phenyl-Methyl-Sulfyl-Fluorid), 2 mM CaCl², 25µg Leupeptin, 
25µg/ml Aprotinin und 25 µg/mlPepstatin bei 4°C extrahiert. 
Antikörperkopplung an Protein-G-Sepharose  
Die Protein G-Sepharose wurde zuerst mit Lysispuffer 3x gewaschen und 
jeweils bei 3 Minuten lang bei 6000 rpm abzentrifugiert. Die gewaschene 
Protein G-Sepharose wurde zusammen mit 2 µg/ml VE-Cadherin Antikörper 
(Chemicon) über Nacht bei 4°C unter Rotation inkubiert.  
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Am nächsten Tag wurde die Protein G-Sepharose einmal mit Waschpuffer 150 
und 1mg/ml Ovalbumin und zweimal mit Lysispuffer ohne Triton gewaschen 
und jeweils anschließend 3 Minuten bei 6000 rpm zentrifugiert.  
Zelllysierung 
Die Zellen wurden zuerst mit PBS und anschließend mit eiskaltem Lysispuffer 
gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit Lysispuffer (1% Tritonx100, 1 
mM PMSF, Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin) 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 
der Inkubation wurden die Zellen abgeschabt und in ein Eppendorf 
Reaktionsgefäß gegeben und 5 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Das 
Sediment wurde anschließend in Probenpuffer aufgenommen.  
Kopplung an Protein-G-Sepharose 
Nach der Proteinbestimmung mit der Amidoschwarzmethode wurde der 
Überstand auf die gereinigte Protein G-Sepharose gegeben und inkubierte 
unter Rotation über Nacht bei 4°C. Am nächsten Tag wurde die Protein G-
Sepharose 3 min. bei 6000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde in ein 
Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt, während die Protein G-Sepharose 
zweimal mit einem Waschpuffer (50 mM  Tris/HCl, 400 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 
0,04 % Acid, 0,05 % Triton und 1 mg/ml Ovalbumin) und einmal mit 
Waschpufffer 150 (50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl², 0,04% Acid 
und 0,05 % Triton) 3 min. bei 6000 rpm zentrifugiert wurde. Der vorbereiteten 
und gekoppelten Protein G-Sepharose wurde anschließend Probenpuffer 
zugegeben und das Gemisch 5 min. bei 95°C aufgekocht. Anschließend 
erfolgte eine Elektrophorese mit dem oben genannten Probenpuffer.   
  25 
2.6 Proteinbestimmung mit Amidoschwarz 
Die Proteinbestimmung mit Amidoschwarz hat den Vorteil, dass 
Proteinkonzentrationen selbst in Puffern, die nichtionische Detergentien wie 
z.B. Tritonx100, oder hohe Konzentrationen an Salz besitzen, sehr präzise 
möglich sind.  
Zelluloseacetat wurde dazu in  1x2 cm große Stücke geteilt. Proteinstandards 
im Konzentrationsbereich von 5 bis 40 µg/ml und jeweils 5 µl der Probe wurden 
auf jeden Abschnitt der Zelluloseacetatfolie aufgetragen. Als Leerwert wurde 
der Probenpuffer benutzt. Die Nitrocellulose wurde getrocknet und 10 min. in 
Färbelösung (0,05 % Amidoschwarz, 45 % Methanol, 45 % H2O und 9,5 % 
Eisessig) inkubiert. Anschließend wurde die Zelluloseacetatfolie in einer 
Entfärberlösung (47,5 % Methanol, 47,5 % H2O  und 5 % Eisessig) 3 x 5 
Minuten entfärbt, bis kein Farbstoff mehr abgewaschen werden konnte. Die 
einzelnen Stücke wurden in Eppendorf Reagenzgefäße gegeben und mit 1 ml 
Auflöselösung (80 % Ameisensäure, 10 % Eisessig und 10 g 
Trichloressigsäure) aufgelöst. Die Proben wurden im Wasserbad bei 50°C 30 
min. inkubiert, so dass sich die Zelluloseacetatfolie mit den darauf pipettierten 
Proben auflöste. Die Proben wurden dann bei 650 nm gegen den Leerwert 
photometrisch gemessen [14].  
2.7 Gelelektrophorese und Western Blotting 
Bei der Gelektrophorese wurde  der BioRad 2D-Mini-Cell verwendet. Zuerst 
wurde das Trenngel gemischt. Nach Mischung der Komponenten des Trenngels 
(s.unten) wurde die Lösung in die Gießkassette gegeben und anschließend mit 
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Aqua dest. überschichtet, um eine Meniskusbildung zu verhindern. Nach 20 
min. Polymerisation wurde das Wasser abgegossen und das Sammelgel 
vorbereitet (s. unten). 
Das Sammelgel wurde in die Gießkasette gegeben und der Probenkamm 
eingesetzt. Die Polymerisation dauerte bei Zimmertemperatur ca. 1 Minute.  
 
Trenngel (7,5%)                                         Sammelgel (5%) 
1. H2O      1,822 ml                                    1. H2O                                  2,6 ml 
  2. Rotiphorese Gel A   1,215 ml                2. Rotiphorese Gel A           750 µl 
3. Rotiphorese Gel B    0,5025 ml             3. Rotiphorese Gel  B           300 µl 
4. Tris/SDS 1,5 M        1,3 ml                    4. Tris/SDS 0,5 M                    1 ml 
5. Ammoniumperoxidsulfatlsg. 25 µl         5.Ammoniumperoxidsulfatlsg. 50µl 
6. Temed                      3,75 µl                  6. Temed                                  5 µl 
 
Nach Polymerisierung des Sammelgels, wurden die Proben in die Taschen des 
Sammelgels pipettiert. Die Elektrophorese wurde dann bei niedriger Spannung 
und Stromstärke durchgeführt bis die Proben das Trenngel erreichten. 
Anschließend wurde die Spannung und Stromstärke erhöht, und zwar auf 20 
mA, ohne eine Spannung von 200 Volt zu überschreiten. Die Elektrophorese 
war beendet, sobald der Farbmarker das Trenngel verlassen hat. 
Der Molekulargewichtsmarker hatte folgende Proteinzusammensetzung: 
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Myosin                           211 kDa           Hasenmuskel 
-Galaktosidase             122 kDa           E.coli 
Rinderserumalbumin       80 kDa            Rinderserum 
Ovalbumin                       51 kDa            Hühnereiweiß 
Karboanhydrase              35,9 kDa         Rindererythrozyten 
Trypsin Inhibitor             28,6 kDa           Sojabohne 
Lysozyme                        20,8 kDa         Hühnereiweiß 
Aprotinin                           6,7k Da          Rinderpankreas 
 
Nach der Elektrophorese erfolgte das Western Blotting. Dafür wurden Anode 
und Kathode mit entsprechenden Puffern befeuchtet. Auf die Anode kamen 
zuerst zwei in Anodenpuffer I (s.u.),  getränkte Filterpapiere, darauf ein in 
Anodenpuffer II (s.u.), getränktes Filterpapier und ein 8,5 cm x 6 cm großes 
Stück Nitrocellulose. Auf die Nitrocellulose wurde das Gel aufgetragen und 
darauf wiederum drei in Kathodenpuffer (s.u.) getränkte Filterpapiere. Die 
Stromstärke, bei der geblottet wurde,  betrug 0,8 A/cm2. Das entsprach in 
diesem Fall einer Stromstärke von ca. 40 mA. 
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Anodenpuffer I                   Anodenpuffer II                         Kathodenpuffer 
Tris            30%                    Tris            2,5%                        Tris              2,5%    
H2O           50%                    H2O        77,5%          ε-Aminocapronsre. 0,525%      
Ethanol       20%                  Ethanol      20%                      H2O               77,5%  
                                                                                       Ethanol                 20%  
 
Nach Beendigung des Western Blotting wurde die Nitrocellulose in einem 
Blockingpuffer, bestehend aus PBS/Tween 20 und 5% Milchpulver eine Stunde 
lang geblockt. Anschließend inkubierte die Nitrocellulose über Nacht bei 4°C mit 
dem Primärantikörper. Am darauffolgenden Tag inkubierte die Nitrocellulose 
nach mehrmaligem Waschen mit einem Sekundärantikörper ein bis zwei 
Stunden bei Raumtemperatur. Nach nochmaligem gründlichen Waschen wurde 
die Nitrocellulose in einer Dunkelkammer entwickelt. 
 
2.8 Elektrische Impedanzspektroskopie an Zellkulturen                                            
Die Messungen wurden mit einem Impedanzmessgerät der Firma Solartron 
durchgeführt. Speziell für diese Impedanzmessungen wurden Glasträger 
entwickelt mit einer ca. 140-300 nm dicken aufgedampften Schicht aus Gold. 
HUVEC´s  wurden auf den Glasträgern ausgesät und inkubierten bis die Zellen 
konfluent gewachsen waren.  
Die Zellen inkubierten während der Experimente mit 800 µl Medium. Für die 
Messungen wurden 400 µl des Mediums (ECGM) durch 400 µl Sialidase, 
  29 
Endkonzentration von 1 unit/ml, ersetzt. Da ein Einfluss des Mediumwechsels 
bezüglich der Veränderungen des transendothelialen Widerstandes nicht 
ausgeschlossen werden konnte, wurden zusätzliche Experimente durchgeführt, 
bei denen 400 µl Medium gegen 400 µl frisches Medium ersetzt wurden. 
 
2.9 Rheologisches In Vitro-System zur Untersuchung von 
schubspannungsinduzierten Effekten an kultivierten Zellen  
Das Rheometer besteht aus einem Kegel und einer Platte. Die Basis des 
Kegels besitzt einen Durchmesser von 28 mm. Die Platte ist aus Glas. Ein 
inverses Phasen-Kontrast-Mikroskop ist am Rheometer angebracht und auf 
einer beweglichen Platte befestigt, die Bewegungen in einer x/y-Achse 
durchführen kann. Die x/y-Koordinaten können, auf einen Referenzpunkt 
bezogen, über einen Rechner exakt bestimmt und angefahren werden. Es 
können 12 Rheometereinheiten gleichzeitig an einem Revolver angebracht 
werden, welcher an einem zentralen Rad angebracht ist. Jeder dieser Einheiten 
kann dann computergesteuert an das Mikroskop herangefahren werden und 
das Mikroskop kann über den Rechner eingestellt werden [15, 56]. 
Die Zellen für diese Experimente wurden auf Gläsern ausgesät, mit einer 
Wachstumsfläche von 5,7 cm2. Für diese Experimente sind HUVECs benutzt 
worden. Vier Rheometergläser wurden gleichzeitig untersucht: 
a) HUVEC mit 500 µl Medium (M199+1 % Humanalbumin und 3 % PVP) ohne 
Schubspannung 
b) HUVEC  mit 500 µl Sialidase in Medium (siehe oben) ohne Schubspannung 
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c) HUVEC mit 500 µl Medium ohne Sialidase mit 30 dyn Schubspannung 
d) HUVEC  mit 500 µl Sialidase in Medium mit 30 dyn Schubspannung. 
Die Dauer des Experiments betrug ca. 2 Stunden.  
Zusätzlich wurde der Einfluss der Sialidase bei gleichzeitiger Anwendung von 
Schubspannungen auf den transendothelialen Widerstand gemessen. Dafür 
wurden Rheometergläser verwand, die mit einer 100 nm dicken Goldschicht 
bedampft worden waren. Die Widerstände wurden über drei Elektroden 
abgeleitet. Die Zellen waren dabei einer Schubspannung von 30 dyn 
ausgesetzt. 
2.10 Atomic Force Microscopy (AFM) 
Die Aufnahmen wurden mit einem Nanoscope III Multimode-AFM (Digital 
Instruments, Santa Barbara, California, USA) durchgeführt. Dieses Mikroskop 
ist ausgerüstet mit einem 15x15µm großen Scanner. Das Mikroskop verfügt 
weiterhin über eine Spitze, dem sogenannten Cantilever, der über die 
Zelloberfläche gefahren wird. Dieser Cantilever besitzt eine Kraftkonstante von 
0,06 N/m (Digital Instruments). 
Das Prinzip des AFM besteht darin, das der sogenannte Cantilever über die 
Zelloberfläche fährt und aufgrund der unterschiedlichen Höhen und Tiefen in 
einer Zellmembran ausgelenkt wird. Die Auslenkungen werden über einen 
Laserstrahl registriert, und in Bilder umgewandelt [53]. 
Für diese Messungen wurden CHO-Zellen auf Cellocates ausgesät und 
inkubierten ebenfalls 30, 60, 90 und 120 Minuten, wie schon bei den 
Fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen. Anschließend sind die Zellen 
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mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes  untersucht worden, um die 
Veränderungen an der Zelloberfläche zu dokumentieren. Aufgrund der 
Verwendung von Cellocates war es möglich die Lage der Zellen exakt zu 
bestimmen und die Zellen mit dem AFM aufzusuchen, um sie anschließend zu 
scannen. Die Bilder (512x512 Pixel) wurden mit Nanoscope III Software (Digital 
Instruments) aufgenommen. Anschließend wurden die Bilder mit SPIP 
(Scanning probe image processor, Image Metrology, Lyngby, Dänemark) 
bearbeitet.  
Das Programm ist in der Lage, Zelloberflächen und Strukturen in der 
Zellmembran dreidimensional darzustellen. 
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3. Ergebnisse 
 
Sialinsäuren haben zahlreiche und sehr verschiedene Funktionen an Proteinen. 
Sie sind verantwortlich für die negative Ladung von Glykoproteinen, sie 
maskieren Pathogene und helfen somit die Immunabwehr zu überwinden und 
sie spielen eine wichtige Rolle bei der Metastasierung bestimmter Tumorzellen. 
Da bisher der Einfluss von Sialinsäuren auf die endotheliale Barrierefunktion 
ungeklärt ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, welchen Einfluss 
Sialinsäuren auf die endotheliale Barrierefunktion haben. Dazu wurden die  
Sialinsäuren von HUVEC mit Hilfe einer bakteriellen Sialidase aus Clostridium 
perfringens abgespalten und die endotheliale Barrierefunktion funktionell und 
morphologisch untersucht. Hierbei wurde insbesondere der Effekt auf das VE-
Cadherin untersucht, da es eine Hauptstruktur- und Regulationskomponente 
der endothelialen Zellkontakte ist.  
 
3.1 Charakterisierung der Organisation von VE-Cadherin in 
HUVEC unter Einfluss von Sialidase 
Humanes VE-Cadherin enthält 7 potentielle N-Glykosylierungsstellen mit 
terminal -2,3- und -2,6-gebundenen Sialinsäuren [22].  HUVEC wurden bis 
zur Konfluenz kultiviert und in Medium M 199 mit 200 µl Sialidase (1 U/ml) für 2 
Stunden inkubiert. Um die Wirkung der Sialidase zu überprüfen, wurden HUVEC 
mit 200 µl Sialidase (1 U/ml) für 2 Stunden bei 37° C inkubiert, in SDS-
Gelelektrophoresepuffer aufgenommen und anschließend im  Western Blot 
überprüft. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit SDS-Page-
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Gelelektrophorese. Anschließend wurden die Proteine mit einer Stromstärke 
von 0,8 A/cm2 auf Nitrozellulose transferiert und über Nacht mit einem 
Mausantikörper gegen VE-Cadherin (anti-VE-cad) und einem Peroxidase 
gekoppelten Goat-anti-mouse Zweitantikörper inkubiert. Die Western Blot-
Analyse unter Verwendung eines VE-Cadherin spezifischen AK zeigte eine 
einzelne Bande mit einem Molekulargewicht von 130 kDa unter 
Kontrollbedingungen. Die Inkubation der HUVEC mit Sialidase führte zu einem 
Molekulargewichtsverlust von ca. 10 kDa  (Abb.6). Daraus lässt sich folgern, 
dass der überwiegende Teil der Sialinsäuren des VE-Cadherins durch die 
Sialidasebehandlung abgespalten wurde. 
Um die Bedeutung der Sialinsäuren für die Organisation des VE-Cadherins in 
HUVEC zu untersuchen, wurden wiederum HUVEC  2 Stunden mit 200 µl 
Sialidase (1U/ml) bei 37°C inkubiert und anschließend 
immunfluoreszenzmikroskopisch mit einem Antikörper gegen VE-Cadherin 
untersucht. Die Behandlung der HUVEC mit Sialidase führte zur 
Umorganisation des VE-Cadherins. Untersucht wurden konfluente und 
subkonfluente Endothelzellkulturen, aufgrund der von der Konfluenz der 
Endothelzellkulturen abhängigen Verteilung des VE-cadherins. In konfluenten 
HUVEC war eine gleichmäßige und kontinuierliche Verteilung des VE-
Cadherins entlang der Zellkontakte sichtbar (Abb. 8 B). An überlappenden 
Zellgrenzen konnte auch eine netzartige Strukturierung des VE-Cadherins 
beobachtet werden, die als VE-Cadherin-Superstruktur beschrieben ist [22] 
(Abb.7).  
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Abb. 6: Sialidase führte an allen untersuchten Zelltypen zu einer Depletion der 
Sialinsäuren am VE-Cadherin.Dargestellt sind alle Zelltypen, mit denen im 
Rahmen der Untersuchungen, Experimente durchgeführt worden sind. Nach 2 
Stunden Inkubation mit Sialidase kam es in allen Zelltypen zu einem 
Molekulargewichtsverlust des VE-Cadherins, der durch die Depletion der 
Sialinsäuren von der Oberfläche des VE-Cadherins hervorgerufen wurde. Das 
unterschiedliche Molekulargewicht zwischen den CHO-Zellen (mittlere Spur) 
und HUVEC wird durch die fehlende zytoplasmatische Domäne des trunkierten 
VE-Cadherins hervorgerufen. Bei den CHO-Zellen in der äußeren Spur, führt 
das an VE-Cadherin angehangene GFP zu einem, im Vergleich mit HUVEC,  
höheren Molekulargewicht.    
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In subkonfluenten Endothelzellkulturen  zeichneten sich häufig 
Unterbrechungen des VE-Cadherins ab, die ein geordnetes streifen- und 
punktförmiges Muster ergaben  (Abb. 8 A).  Die Abspaltung der Sialinsäuren 
ergab in der immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung mit anti-VE-
Cadherin an den konfluenten und subkonfluenten Endothelzellkontakten eine 
Bildung unregelmäßiger, punkt- und flächenförmiger Strukturen (Abb. 8 C/D). 
Die zuvor in unbehandelten HUVEC beschriebene, feine bandförmige Struktur 
von VE-Cadherin war weitgehend aufgehoben. Aus diesen Beobachtungen ließ 
sich die Hypothese ableiten, dass die Präsenz der Sialinsäuren am VE-
Cadherin eine Bedeutung für die Organisation und Verteilung des VE-
Cadherins an den Zellkontakten hat.  
 
 
 
 
Abb. 7: Das VE-Cadherin bildet in 
benachbarten Zellen über Dimere eine 
netzähnliche Superstruktur (aus Geyer et al. 
Glycobiology,1999).  
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Da VE-Cadherin ein integrales Membranprotein ist, das eine große 
extrazelluläre Domäne mit Glykosylierungsstellen und eine kurze 
zytoplasmatische Domäne besitzt, über die die VE-Cadherin vermittelte 
Zelladhäsion reguliert wird, stellte sich die Frage, ob die Desialylierung von 
HUVEC-Proteinen direkt am VE-Cadherin oder indirekt über intrazelluläre 
Signalwege zu einer Reorganisation des VE-Cadherins führt. 
Abb. 8:  HUVEC ohne und mit Sialidase. VE-Cadherin ist kontinuierlich 
entlang der Zellkontakte verteilt in subkonfluenten (A) und konfluenten (B) 
Endothelzellen verteilt. In der Vergrößerung stellt sich die Verteilung des VE-
Cadherins als feine bandförmige Struktur dar (Pfeile A´/B´). Nach einer 2-
stündigen Inkubation mit Sialidase, kam es in subkonfluenten (C) und 
konfluenten (D) Endothelzellen zu  einer Veränderung in der Verteilung des 
VE-Cadherins. Die bandförmige Struktur war nicht mehr erkennbar. Anstelle 
der bandförmigen Struktur hatten sich an den Zellkontakten Cluster gebildet 
(Pfeile C´/D´). 
  37 
Da die VE-Cadherin mediierte Zelladhäsion von der Catenin vermittelten 
Bindung an das Aktinfilament abhängig ist, wurde zunächst geprüft, ob die 
Sialidasebehandlung zu einer Dissoziation der Catenine vom VE-Cadherin oder 
zu einer Tyrosinphosphorylierung des VE-Cadherin-Catenin-Komplexes führt, 
was im Prinzip die Reorganisation des VE-Cadherins nach der 
Sialidasebehandlung erklären könnte.   
Dazu wurde VE-Cadherin aus HUVEC wiederum 2 Stunden mit 200 µl Sialidase 
bei 37 ° C inkubiert, das VE-Cadherin immunpräzipitiert und die kopräzipitierten 
Catenine mit spezifischen Antikörpern gegen -, ß- und -Catenin im Western 
Blot semiquantitativ untersucht. Wie in Abb. 9 zu sehen, führte die Behandlung 
der Endothelzellen mit Sialidase nicht zu einer  Dissoziation der Catenine vom 
VE-Cadherin. Die quantitative Analyse der Western Blots ergab keinen 
signifikanten Unterschied zwischen unbehandelten und mit Sialidase 
behandelten HUVEC. 
 Um weitere Hinweise auf indirekte Effekte zu erhalten, wurde die 
Tyrosinphosphorylierung des VE-Cadherins und der kopräzipitierten Catenine 
nach Sialidasebehandlung von HUVEC untersucht. Die 
Tyrosinphosphorylierung des VE-Cadherins ist eine wichtige posttranslationale 
Modifikation, die an der VE-Cadherin mediierten Zelladhäsion regulatorisch 
beteiligt ist [33, 59]. 
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HUVEC wurden mit 200 µl Sialidase für 5, 15, 30 und 120 Minuten bei 37 ° C 
inkubiert, in Immunpräzipitationspuffer aufgenommen und das VE-Cadherin 
immunpräzipitiert. Die Zeitpunkte waren so gewählt, dass eine eventuell schon 
frühzeitige, durch Sialidase induzierte Tyrosinphosphorylierung, erfasst werden 
konnte. Die Immunpräzipitate des VE-Cadherins wurden in Probenpuffer 
aufgenommen. Nach SDS-PAGE–Gelelektrophorese und anschließendem 
Blotten erfolgte der Nachweis der phosphorylierten Tyrosinreste des VE-
Cadherins über die Bindung eines monoklonalen Anti-Phosphotyrosin (anti-
Abb.9: Der Cadherin-Catenin-Komplex wurde durch die Veränderungen der 
Organisation des VE-Cadherins durch Sialidase nicht beeinflußt. Somit kommt 
es durch die Depletion der Sialinsäuren zu einer Veränderung der 
extrazellulären Organisation des VE-Cadherins ohne Beteiligung des Cadherin-
Catenin-Komplexes.  
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pTyr) Antikörpers, der über einen Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten 
Sekundärantikörper nach Zugabe eines Chemilumineszenz-Substrates auf 
einem Röntgenfilm sichtbar gemacht werden konnte. In Abb. 10 wird sichtbar, 
dass die Abspaltung der Sialinsäuren nicht zu einer Tyrosinphosphorylierung 
des VE-Cadherins führt. Beide Befunde, die unveränderte Bindung von 
Cateninen an das VE-Cadherin nach Sialidasebehandlung sowie die 
Untersuchungen der Tyrosinphosphorylierung des VE-Cadherins nach 
Sialidasebehandlung zeigen, dass die Beeinflussung der VE-Cadherin 
Organisation durch die Sialidase, vermutlich nicht durch einen indirekten Effekt 
hervorgerufen wird. Im nächsten Schritt sollten direkte Effekte der VE-
Cadherindesialylierung untersucht werden. Da bekannter weise die VE-
Cadherin mediierte Zelladhäsion über carboxyterminal gebundene Catenine 
erfolgt,  haben wir ein C-terminal trunkiertes VE-Cadherin verwendet [42, 43], 
das in CHO Zellen exprimiert wurde.   
CHO-Zellen besitzen keine bekannten Cadherine und stellen somit ein 
brauchbares System für diese Untersuchungen dar. Die VE-Cadherin und die 
trunkierten VE-Cadherin exprimierenden CHO-Zellen wurden freundlicherweise 
von E. Dejana, Mailand, zur Verfügung gestellt. 
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Abb. 10: Western Blot von HUVEC nach Inkubation mit Sialidase und Nachweis 
der Tyrosinphosphorylierung mittels monoklonalen Anti-Phospho-Tyrosin (anti-
p-Tyr).  
Nach Abspaltung der Sialinsäuren kommt es bei VE-cadherin nicht zu einer 
Tyrosinphosphorylierung.
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3.2 Charakterisierung des trunkierten VE-Cadherins nach 
Behandlung mit Sialidase im CHO-Expressionssystem 
Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass die durch Sialidase 
induzierten Veränderungen des VE-Cadherins durch eine direkte Wirkung der 
Sialidase auf die extrazelluläre Domäne des VE-Cadherins hervorgerufen 
werden. Da die Regulation des VE-Cadherin/Catenin Komplexes nach 
bisherigen Erkenntnissen hauptsächlich über die zytosolisch lokalisierte 
carboxyterminale Domäne erfolgt, wollten wir im nächsten Schritt den Einfluss 
der zytosolischen Domäne ausschließen. Dazu wurde carboxyterminal 
trunkiertes VE-Cadherin stabil in CHO-Zellen transfiziert.  Das trunkierte VE-
Cadherin kann aufgrund der fehlenden intrazellulären Domäne keine 
Verbindung mit den Cateninen eingehen.  
Um zu überprüfen, ob das in CHO-Zellen exprimierte trunkierte VE-Cadherin 
die gleiche glykosidische Verbindung mit Sialinsäuren wie bei in HUVEC 
exprimiertem VE-Cadherin besitzt, wurden die Zellen mit Maackia amaurensis 
agglutinin (MAA) und Sambucus nigra agglutinin (SNA) behandelt. MAA 
identifiziert spezifisch α-2,3-glykosidische Verbindungen, während SNA 
spezifisch α-2,6-glykosidische Verbindungen identifiziert. Während die 
Markierung der CHO Zellen mit MAA ein deutliches Signal gab (Abb.11), war 
die  SNA-Markierung negativ (Abb. 12).   
42 
  
 
 
 
 
 
 
 
Abb.11: Charakterisierung der glykosidischen Bindung der Sialinsäuren an VE-
Cadherin bei CHO-VE-cadtrn. Durch die Anfärbung mit Maackia amaurensis-
agglutinin konnte die α-2,3-glykosidische Bindung der Sialinsäuren  
an trunkiertem VE-Cadherin nachgewiesen werden. 
Abb.12: Charakterisierung der glykosidischen Bindung der Sialinsäuren an VE-
Cadherin bei CHO-VE-cadtrn. Die Anfärbung mit Sambucus nigra-agglutinin 
konnte eine α-2,6-glykosidische Bindung der Sialinsäuren an VE-Cadherin nicht 
nachweisen. 
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Somit konnte gezeigt werden, dass in CHO-Zellen mit stabil transfiziertem 
trunkiertem VE-Cadherin Sialinsäuren α-2,3-glykosidisch an VE-Cadherin 
gebunden sind.  
Als nächstes wurde die Verteilung des trunkierten VE-Cadherins in CHO-Zellen 
immunfluoreszenzmikroskopisch mit einem Antikörper gegen VE-Cadherin 
(anti-VE-cad) untersucht.  Die Verteilung des trunkierten VE-Cadherins in CHO-
Zellen unterschied sich im Wesentlichen nicht von der zuvor in HUVEC 
beobachteten Verteilung des VE-Cadherins. Wie in HUVEC zeigte sich ein 
punktiertes, teilweise linearisiertes Muster des VE-Cadherins entlang der 
Zellkontakte. In nicht konfluenten Einzelzellen war das VE-Cadherin entlang der 
Zellmembran lokalisiert (Abb. 13/14). Nach Behandlung der CHO-Zellen mit  
200 µl Sialidase (1U/ml) für 2 Stunden war die Verteilung des VE-Cadherins 
diskontinuierlich und es bildeten sich, wie bereits zuvor in HUVEC beobachtet, 
unregelmäßige, kleine punkt- und flächenförmige Strukturen (Abb.15).  Diese 
Ergebnisse lassen vermuten, dass die durch Sialidase hervorgerufenen 
Veränderungen in der Verteilung des VE-Cadherins durch direkte 
Veränderungen an der extrazellulären Domäne des VE-Cadherins 
hervorgerufen werden. 
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anti VE - Cadherin anti VE - Cadherin 
Abb.13/14: Charakterisierung des VE-Cadherin mit anti VE-Cad in CHO-
Zellen. Das trunkierte VE-Cadherin in CHO-Zellen (CHO-VE-cadtrn), ist 
gleichmäßig entlang der Zell-Zell-Kontakte verteilt (links). Rechts sind 
einzelne CHO-Zellen zu sehen. Auch hier ließ sich eine gleichmäßige 
Verteilung des trunkierten VE-Cadherin in CHO-Zellen nachweisen.
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 Abb.15: Immunfluoreszenz mit anti-VE-Cad bei CHO-Zellen mit stabil 
transfizierten VE-Cadherin ohne Sialidase (links) und nach 2 Stunden 
Inkubation mit 1 U/ml Sialidase (rechts). In transfizierten CHO-Zellen zeigte sich 
eine geordnete und organisierte Verteilung des VE-Cadherin in der 
Zellmembran. Nach 2 Stunden Inkubation mit Sialidase kam es zu einer 
Veränderung in der Organisation des VE-Cadherins. Es kam stellenweise zu 
punktförmigen Konzentrationen des VE-Cadherins (Pfeile). 
 
Durch die Kopplung von grün fluoreszierendem Protein an trunkiertes VE-
Cadherin in CHO-Zellen, konnten die Untersuchungen auch an lebenden, 
unfixierten Zellen untersucht werden. Für diese Untersuchungen wurde eine 
spezielle Kammer gebaut, in der die Zellen mit 200 µl Sialidase inkubierten und 
gleichzeitig immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht werden konnten.  
Nach der Behandlung mit Sialidase kam es zu einer punktförmigen 
Konzentration und clusterartigen Anreicherung des VE-Cadherins (Abb. 16). 
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Um die Konsequenzen der durch Sialidase induzierten Veränderungen in der 
Verteilung des VE-Cadherins für die Funktion des VE-Cadherins zu 
untersuchen, wurde der transendotheliale Widerstand an Sialidase behandelten 
HUVEC unter Ruhebedingungen und unter Anwendung von Schubspannungen 
untersucht.  
 
 
 
 
0 min.             30 min.                 60 min.                90 min.                120 min. 
 
Abb. 16: Immunfluoreszenzmikroskopische Zeitrafferaufnahmen einer CHO-
Zelle, die stabil mit CHO-VE-Cadtrn-EGFP transfiziert worden war. Vor der 
Inkubation mit Sialidase (1U/ml) zeigte sich eine gleichmäßige und 
kontinuierliche Verteilung des VE-Cadherins (links). Nach einer Inkubationszeit 
von 30 Minuten  waren bereits Veränderungen in der Verteilung des VE-
Cadherins erkennbar. Nach 60  bzw. 90  Minuten zeigte sich eine deutliche 
Zunahme der Verteilung des VE-Cadherins zur Zellmitte hin, während an den 
Zellrändern, die Verteilung des VE-Cadherins abnahm. Nach 120 Minuten 
Inkubationsdauer mit Sialidase war die Verteilung des VE-Cadherins entlang 
der Zellränder reduziert, während in der Zellmitte die Konzentration des VE-
Cadherins sichtbar zugenommen hatte. 
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3.3 Einfluss der Sialidasebehandlung auf die Barrierefunktion  
des Endothels unter statischen Bedingungen in HUVEC 
 
In den vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine 
Depletion der Sialinsäuren durch Sialidase zu einer Umorganisation des VE-
Cadherins in HUVEC, aber auch in mit trunkiertem VE-Cadherin transfizierten 
CHO-Zellen führt. Es stellte sich die Frage, welche funktionelle Bedeutung eine 
Umorganisation des VE-Cadherins nach Sialidasebehandlung für 
Endothelzellen besitzt.  
Das VE-Cadherin ist an der Regulation der parazellulären Barrierefunktion und 
der Dynamik der endothelialen Zellkontakte essentiell beteiligt. Die 
parazelluläre Permeabilität des Endothels kann indirekt über die Messung des 
transendothelialen Widerstandes (TEER) bestimmt werden. Mit der 
Impedanzspektroskopie stand ein hochsensitives, biophysikalisches Verfahren 
zur Verfügung, dass es erlaubt, den transendothelialen Widerstand zu messen 
und damit indirekt die Permeabilität des Endothels zu bestimmen.  
Die HUVEC wurden auf speziellen, mit Goldelektroden beschichteten  
Glasträgern bis zur Konfluenz gezüchtet. Um Änderungen der 
Widerstandsmessung durch Mediumwechsel zu vermeiden, wurden die Zellen 
in 800 µl ECGM-Medium mit 2% Serum gezüchtet. Die Behandlung der Zellen 
mit Sialidase erfolgte im selben Kulturmedium. Dazu wurden 400 µl des 
Mediums entnommen, mit der Sialidase gemischt und zu den Zellen 
zurückgegeben und der TEER online registriert. Zunächst wurde der Effekt des 
Mediumwechsels auf den TEER untersucht. Dazu wurden 400 µl Medium 
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(ECGM) gegen 400µl frischen Mediums (ECGM) ohne Zusatz von Sialidase 
ausgetauscht. Wie in Abb. 17  zu sehen ist führte der Mediumwechsel zu einem 
kurzfristigen Anstieg des Widerstandes.  
Die Zugabe von Sialidase führte zu einem transienten Anstieg des TEER (Abb. 
17).  
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Abb. 17: Transendotheliale Widerstände von HUVEC unter 
Sialidaseinkubation. Nach Zugabe von 400 µl Sialidase (B) stieg der 
Widerstand direkt an und fiel anschließend nur langsam wieder ab. Ein Einfluß 
des Mediumwechsels auf die Widerstandserhöhung wurde zusätzlich 
untersucht. Der alleinige Wechsel des Mediums (A) führte lediglich zu einem 
geringen Anstieg der Widerstände, der nach ca. 30 Minuten den Ausgangswert 
wieder erreicht hatte. 
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Direkt nach Zugabe der Sialidase stieg der Widerstand an. Der Anstieg des 
Widerstands dauerte ca. 20 Minuten. Insgesamt stieg der Widerstand um ca. 17 
%. Nach weiteren 10 Minuten, in denen der Widerstand gleich blieb, begann der 
Widerstand langsam zu sinken. Das Absinken des Widerstandes war sehr 
langsam, so dass nach weiteren 60 Minuten die Widerstände immer noch ca. 
10 % im Vergleich zum Ausgangswert erhöht waren.   
Vermutlich ist dieser transiente Anstieg des TEER auf eine VE-Cadherin-
Clusterbildung zurück zuführen. Ein vergleichbares Clusterphänomen des VE-
Cadherins konnte kürzlich nach Exposition von Schubspannungen gezeigt 
werden [58].  
 
 
3.4 Einfluss der Sialidasebehandlung auf die Barrierefunktion 
des  Endothels unter  Schubspannungen 
Endothelzellen sind unter physiologischen Bedingungen kontinuierlich 
Schubspannungen durch den Blutstrom ausgesetzt. In einem weiteren Ansatz 
wurde deshalb untersucht, ob die terminalen, am VE-Cadherin gebundenen 
Sialinsäuren  eine Bedeutung für die Adaptation des Endothels unter 
Schubspannungen hinsichtlich ihrer Barrierefunktion haben.   
Für diese Untersuchung wurden Endothelzellen mit Sialidase behandelt und 
gleichzeitig  Schubspannungen ausgesetzt und der transendotheliale 
Widerstand über Impedanzspektroskopie bestimmt.   
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Die Zugabe von Sialidase führte wie bei den vorangegangenen 
Untersuchungen zu einem Anstieg des Widerstandes (Abb.18). Unter dem 
Einfluss von 30 dyn Schubspannungen zeigte sich ein kontinuierlicher Abfall 
des Widerstandes, der bereits nach 15 Minuten etwa 15 % und nach 45  
Minuten 66 % betrug  (Abb. 18). Um zeitgleich morphologische Veränderungen 
zu untersuchen, wurden Zeitrafferaufnahmen der Endothelzellen durchgeführt. 
Während innerhalb der ersten 15-20 Minuten keine morphologisch eindeutigen 
Veränderungen wie Lückenbildung zu sehen waren, wurden nach ca. 1 Stunde 
Anwendungen der Schubspannungen deutliche Lücken im Zellverband sichtbar 
(Abb.19).  
 
Abb. 18:  Transendotheliale Widerstände von HUVEC unter Inkubation mit 
Sialidase und 30 dyn Schubspannung. Nach dem initialen Anstieg der 
Widerstände durch die Zugabe von Sialidase (A) kommt es wenige Minuten 
nach Beginn der Schubspannungen (B) zu einem Abfall der Widerstände. 
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Abb. 19: Die parallel zur Widerstandmessung gemachten Videoaufnahmen 
zeigen, dass der Widerstandsverlust durch neu entstandene Lücken im 
Zellverband der Endothelzellen hervorgerufen wurde (Pfeile). 
Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen des VE-Cadherins und des 
Aktinfilamentsystems zeigten, dass die Exposition der Zellen gegenüber 
Schubspannungen unter Sialidase zu Veränderungen des VE-Cadherins und 
des Aktinfilamentsystems führen. In den immunfluoreszenzmikroskopischen 
Untersuchungen sind die Lücken im Zellverband und die irreguläre Verteilung 
des VE-Cadherins nach Entfernen der Sialinsäuren des VE-Cadherins durch 
Sialidase und anschließende Anwendung von Schubspannungen, deutlich 
sichtbar (Abb. 20 C). Die alleinige Entfernung der Sialinsäuren des VE-
Cadherins hatte lediglich zu einer Änderung der Verteilung des VE-Cadherins 
geführt, ohne dass es zu einer Lückenbildung kam (Abb. 20 A).  
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Zusätzlich kommt es zu einer schubspannungsinduzierten deutlichen Zunahme 
der Dichte und Vernetzung der Aktinfilamente unter Sialidaseexposition (Abb. 
20 D), während im Vergleich die alleinige Sialidaseexposition zu keinen 
Veränderungen im Aktinfilamentsystem führt (Abb. 20 B). Schubspannungen 
alleine führen bei Endothelzellen  zwar auch zu einer Zunahme der Dichte des 
Aktinfilamentsystems, die aber wesentlich geringer ausgeprägt ist (Abb. 20 F).  
Die Ausrichtung des Aktinfilamentsystems in Endothelzellen ist unter alleiniger 
Anwendung von Schubspannungen geordneter und erscheint stabiler im 
Vergleich zu den Endothelzellen unter Sialidasebehandlung und gleichzeitiger 
Anwendung von Schubspannungen.   
Diese Ergebnisse zeigen, dass Sialinsäuren für die  Integrität des Endothels 
eine wichtige Funktion besitzen.  Besonders für die wichtige Barrierefunktion 
während der schubspannungsinduzierten Adaptation der Zellen spielen sie eine 
wesentliche Rolle. 
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Abb. 20: Veränderungen des VE-Cadherins und des Aktinfilamentsystems in 
Endothelzellen unter Schubspannungen (shear stress) und Sialidase. Die 
Inkubation mit Sialidase führt zu einer Desorganisation der Verteilung des VE-
Cadherins, insbesondere an den Zellkontakten (Vergrößerung in A). Das 
Aktinfilamentsystem wird durch die Sialidaseexposition scheinbar nicht 
beeinträchtigt (B). Eine zusätzliche Exposition der Zellen gegenüber 
Schubspannungen führt zu Lückenbildung innerhalb des Zellverbandes (Pfeile 
in C) und Zunahme der Dichte und Vernetzung des Aktinfilamentsystems (D).  
Im Vergleich dazu sind die Veränderungen der Endothelzellen unter alleiniger 
Anwendung von Schubspannung dargestellt. Die Verteilung des VE-Cadherins 
entlang der Zellkontakte bleibt unter Schubspannung intakt (Vergrößerung in 
E). Die Dichte und Vernetzung der Aktinfilamente nimmt zu (F), im Vergleich zu 
(E) in deutlich geringerem Ausmaß. 
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3.5 Verlust der Zelladhäsion von CHO-Zellen mit trunkiertem 
VE-Cadherin unter Schubspannungen nach Depletion der 
Sialinsäuren 
In den bisherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Einfluss 
der Sialidase auf die Organisation des VE-Cadherins zu einer Beeinträchtigung 
der Barrierefunktion des VE-Cadherins führt.  In einem weiteren Ansatz wurde 
der Einfluss der Sialidase auf die VE-Cadherin mediierte Zelladhäsion unter 
Schubspannungen untersucht. Hierfür wurde eine VE-Cadherin Mutante, bei 
der der zytoplasmatische Carboxyterminus deletiert war, in CHO-Zellen 
exprimiert, mit Sialidase (1U/ml) behandelt und anschließend 
Schubspannungen von 30 dyn/cm2 ausgesetzt.  
Die Zellen wurden vier Gruppen zugeteilt. Die erste Gruppe diente als Kontrolle 
und blieb unbehandelt. Die zweite Gruppe wurde 30 Minuten mit Sialidase 
inkubiert, die dritte Gruppe wurde Schubspannungen ausgesetzt, und die vierte 
Gruppe wurde mit Sialidase behandelt und nach 30 Minuten einer 
Schubspannung von 30 dyn/cm2 ausgesetzt. 
Während der Untersuchungen wurden Zeitrafferaufnahmen der Zellen gemacht.  
In der Kontrollgruppe kam es erwartungsgemäß zu keinen Veränderungen 
innerhalb des Zellverbandes (Abb. 21).  
Zellen, die nur mit Sialidase behandelt wurden, blieben weit gehend 
unverändert. Insbesondere konnten keine interzellulären Lücken in der 
Phasenkontrastmikroskopie gefunden werden (Abb. 21). 
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Unter dem Einfluss von  Schubspannungen lösten sich  vereinzelt Zellen aus 
dem Zellverband (Abb. 22). Der größte Teil des Zellverbandes blieb auch nach 
60 Minuten Schubspannung intakt. 
Die Behandlung der CHO-Zellen mit Sialidase und die gleichzeitige Anwendung 
von Schubspannung führten zu einer massiven Ablösung der Zellen aus dem 
Zellverband (Abb. 22). Bereits nach 8 Minuten hatten sich 35,25 %  (+/- 23,89 
%)  der Zellen gelöst (Abb. 23). Nach 60 Minuten waren 77% (+/- 15,98%)  der 
Zellen abgelöst worden. (Abb. 23). Diese Untersuchung verdeutlichte, dass der 
direkte Effekt der Sialidase auf das VE-Cadherin und die dadurch 
hervorgerufene Desorganisation des VE-Cadherins zu einer wesentlichen 
Beeinträchtigung  der Barrierefunktion des VE-Cadherins führt. 
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Abb. 21:  CHO-Zellen (CHO-VE-cadtrn) ohne (links) und mit Sialidase (rechts).  
In den Zeitrafferaufnahmen sieht man, dass die Inkubation der Zellen mit 
Sialidase nicht zu einer Veränderung des Zellverbandes geführt hat. Nach  60 
Minuten ist der Zellverband noch intakt. Es ist nicht zu einer Ablösung der 
Zellen gekommen. Die Sterne markieren ausgewählte Zellen zum besseren 
Vergleich. 
- Sialidase + Sialidase 
0 Min. 
8 Min. 
60 Min. 
0 Min. 
8 Min. 
60 Min. 
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Abb. 22: CHO-Zellen (CHO-VE-cadtrn) unter 30 dyn/cm² Schubspannung ohne 
(links) und mit Sialidase (rechts). 
Die Applikation von Schubspannungen führt bei CHO-Zellen zu 
morphologischen Veränderungen und vereinzelten Zellverlusten. Die Sterne 
markieren ausgewählte Zellen zum besseren Vergleich. Eine zusätzliche 
Depletion der Sialinsäuren führt innerhalb weniger Minuten zu einem massiven 
Zellverlust. Nach 60 Minuten sind kaum noch Zellen übrig geblieben. 
 
Schubspannung          +Sialidase  
0 Min. 
8 Min. 
0 Min. 
8 Min. 
 60 Min.   60 Min. 
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3.6 Oberflächendarstellung des VE-Cadherins nach Inkubation 
mit Sialidase mit Rasterkraftmikroskopie 
Die vorangegangenen Experimente hatten gezeigt, dass eine Depletion der 
Sialinsäuren zu einer Veränderung in der Organisation des VE-Cadherins führt, 
die wiederum eine Beeinträchtigung der Barrierefunktion des VE-Cadherins  mit 
sich bringt.  
Mit der Rasterkraftmikroskopie bot sich die Möglichkeit zu versuchen, diese 
durch Sialidase induzierten Veränderungen in der Organisation des VE-
Abb. 23: Zellzahlveränderung der CHO-Zellen unter Schubspannungen.  
Nach Inkubation mit Sialidase kommt es zu einer massiven Ablösung der 
Zellen. Bereits nach 8 Minuten haben sich ca. 1/3 der Zellen vom 
Untergrund gelöst. *p=0,029 
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Cadherins genauer darzustellen im Vergleich zur 
Immunfluoreszenzmikroskopie.  
Das Rasterkraftmikroskop ermöglicht es, Oberflächen mechanisch abzutasten. 
Dabei wird eine an einer mikroskopisch kleinen Blattfeder befestigte Spitze, der 
sogenannte Cantilever, über eine Oberfläche, in diesem Fall CHO-Zellen, 
geführt. Durch die Oberflächenstruktur wird der Cantilever unterschiedlich 
ausgelenkt. Diese Auslenkung wird von einem optischen Sensor gemessen und 
ist ein Maß für die zwischen Cantilever und Oberfäche wirkenden atomaren 
Kräfte. Die Auslenkungen werden punktweise aufgezeichnet und ermöglichen 
somit die Erzeugung einer Abbildung der Oberfläche [16, 62] (Abb. 24). Das 
Rasterkraftmikroskop besitzt zusammen mit dem Rastertunnelmikroskop die 
höchste Auflösung aller mikroskopischen Techniken. 
Im Anschluss an die Inkubation mit Sialidase inkubierten die Zellen mit einem 
Antikörper gegen das VE-Cadherin. Als Kontrolle dienten CHO-Zellen, welche 
lediglich mit dem Antikörper inkubierten, ohne vorher mit Sialidase behandelt 
worden zu sein. 
Zuerst wurden die CHO-Zellen immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht. Ziel 
war es, die Stellen unter dem Rasterkraftmikroskop zu untersuchen, bei denen 
die durch Sialidase verursachte Veränderung am deutlichsten zu erkennen war  
(Abb. 25). Um die Zellen nach der immunfluoreszenzmikroskopischen 
Untersuchung wieder zu finden, waren die Zellen auf Cellocates® (Fa. 
Eppendorf) ausgesät, worden. Diese Plättchen besitzen ein Mikroraster mit 
einer Rasterbreite von 55 µm. Durch die Markierungen mit Buchstaben und 
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Zahlen waren die Zellen im Rasterkraftmikroskop auffindbar, und ermöglichten 
eine genauere Untersuchung der zuvor erhobenen Befunde.  
Die ersten Untersuchungen der Kontrollzellen zeigten, dass das VE-Cadherin 
im Rasterkraftmikroskop nicht eindeutig darstellbar war.  
Durch den Cantilever ließen sich scheinbar die Antikörper gegen das VE-
Cadherin in die jeweilige Scanrichtung auslenken. Dadurch wurde eine 
charakteristische „Störung“ im Bild erzeugt (Abb.26-27). Die Auswertung der 
Bilder und die Umrechnung in ein dreidimensionales Bild der Zelloberfläche, 
zeigten jedoch, dass eine genaue Zuordnung zu einem darunter liegendes 
Protein nicht möglich war. Ein Vergleich mit den Sialidase behandelten Zellen 
zeigte keine signifikanten Unterschiede. 
Somit war eine genaue Darstellung der durch Sialidase induzierten 
Veränderungen am VE-Cadherin mittels Rasterkraftmikroskop nicht möglich.  
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Abb. 24: Darstellung eines Rasterkraftmikroskopes. Der Cantilever fährt über 
eine Zelloberfläche. Dabei wird ein Laserstrahl, der auf den Cantilever 
gerichtet ist reflektiert und von einer Photodiode aufgefangen. Somit lassen 
sich die Kräfte, die zwischen Oberfläche der Probe und dem Cantilever wirken, 
messen. 
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Abb. 26: CHO-Zellen unter dem Rasterkraftmikroskop.  
Dargestellt sind die Zellen, welche in Abb. 25 mit einem Pfeil markiert 
worden sind. 
Abb. 25: CHO-Zellen ohne Inkubation mit Sialidase. Links ist die Verteilung 
des VE-Cadherins entlang der Zellmembran deutlich zu erkennen. In der Mitte 
ist die Zellmorpholgie unter dem Konfkalmikroskop dargestellt und rechts die 
Überlagerung beider Bilder. Der Pfeil deutet auf die Struktur, welche 
eingehender im Rasterkraftmikroskop untersucht wurde. 
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Abb. 27: Darstellung des VE-Cadherin-Antikörpers unter dem 
Rasterkraftmikroskop.  
Die Pfeile links deuten auf die sog. „Störungen“ im Bild. Diese wurden als 
Auslenkung der Antikörper gegen das VE-Cadherin durch den Cantilever 
interpretiert. Rechts sieht man die Vergrößerung des Ausschnitts aus dem 
linken Bild. Der Pfeil deutet hier auf die vermutlichen VE-Cadherin-Antikörper.  
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4. Diskussion 
Endothelzellen sind die zum Gefäßlumen hin gerichteten Zellen der inneren 
Wandschicht der Lymph- und Blutgefäße. Endothelzellen sind an 
verschiedenen physiologischen Prozessen beteiligt, wie die Barrierefunktion 
zwischen Gewebe und Blut, Regulation des Blutdruckes über verschiedene 
Substanzen wie NO, Regulation des Gefäßtonus, Aktivierung von 
Gerinnungsprozessen und Beteiligung an Entzündungsprozessen. 
Für die Barrierefunktion des Endothels spielen die Zellkontakte eine wichtige 
Rolle. Die Art der Zellkontakte und die Konzentration von Zellkontaktproteinen 
entscheiden über die Durchlässigkeit des Endothels und über den 
Stoffwechselaustausch zwischen Blut und Gewebe.  
Dabei bilden die Adherens junctions die Basis der endothelialen Zellkontakte 
und kommen in allen Gefäßabschnitten vor, während Tight - und Gap junctions 
heterogen vorkommen und in die Adherens junctions eingebettet sind. 
Endothelzellkontakte sind in vivo sehr heterogen aufgebaut. Während die 
Endothelzellkontakte in der Blut-Hirn-Schranke selbst für Ionen dicht sind, findet 
man in der Leber ein diskontinuierliches Endothel, so dass ein Stoffaustausch 
auch für größere Moleküle ermöglicht wird. 
Das vaskuläre endotheliale (VE)-Cadherin bildet mit den Cateninen den so 
genannten Cadherin/Catenin-Komplex der Adherens junctions und ist eine der 
regulatorischen Hauptkomponenten für die Interzellularkontakte in den 
Endothelzellen. Auffällig ist dabei die dominante Glykosylierung von VE-
cadherin mit Sialinsäuren. Deren Bedeutung für die Funktion des VE-Cadherins 
und die Barrierefunktion war bislang unklar [65]. In der vorliegenden Arbeit 
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konnte gezeigt werden, dass die Depletion der Sialinsäuren zu einer 
Umverteilung des VE-Cadherins in HUVEC führte, mit unregelmäßigen, 
punktförmigen Muster. Weder eine Dissoziation der α-,β- und γ-Catenine noch 
eine Tyrosinphosphorylierung des VE-Cadherin-Catenin-Komplexes konnten 
als Ursache für die Reorganisation des VE-Cadherins nachgewiesen werden.  
Die Untersuchungen der direkten Effekte der Sialidase auf das VE-Cadherin im 
CHO-Expressionssystem zeigte erneut eine Veränderung der Organisation des 
VE-Cadherins. Die organisierte, regelmäßige und bandförmige Verteilung des 
VE-Cadherins war verloren gegangen. Immunfluoreszenzmikroskopisch zeigte 
sich eine unregelmäßige und punktförmige Verteilung des VE-Cadherins, was 
den Ergebnissen bei der Untersuchung der HUVEC entsprach. Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die durch Sialidase induzierte 
Umorganisation des VE-Cadherins direkt und nicht indirekt über den 
regulatorischen Einfluss der Catenine hervorgerufen wurde.  
Die Messung des transendothelialen Widerstandes an HUVEC zeigte eine 
transiente Widerstandserhöhung nach Zugabe von Sialidase. Diese Erhöhung 
war nicht durch den Vorgang des Mediumwechsels an sich bedingt, da nur der 
Austauschvorgang zu einem geringen und kurzfristigen Widerstandsanstieg 
führte, während der Austausch mit Sialidase zu einem großen Anstieg führte 
und über ca. 60 Minuten anhielt. Wurden die Endothelzellen zusätzlich 
Schubspannungen ausgesetzt, kam es zu einem raschen und ausgeprägten 
Widerstandsverlust. Somit konnte gezeigt werden, dass die durch Sialidase 
induzierten Veränderungen am VE-Cadherin zu einer funktionellen 
Einschränkung der Barrierefunktion des Endothels führen.  
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Die Zeitrafferaufnahmen zeigten nach einer Stunde Inkubation mit Sialidase 
deutliche Lücken im Zellverband. Typischerweise findet man bei der Öffnung 
der Zellkontakte eine Stressfaserbildung (Aktinpolymerisation), die hier 
ebenfalls zu sehen war. Im Gegensatz dazu führten Schubspannungen an 
unbehandelten Endothelzellen zur Stabilisierung der Zellkontakte durch die 
Bildung von Aktinfilamenten. Diese Ergebnisse konnten auch im CHO-
Expressionssystem bestätigt werden.   
Die Frage nach der Rolle der Glykosylierungsstrukturen der Endothelzellen und 
Ihrer Bedeutung für pathophysiologische Prozesse hat zu interessanten 
Ergebnissen geführt [65].   
Gerade die Bedeutung der Sialinsäuren für die Funktion des Endothels ist 
zunehmend Gegenstand weiterer Untersuchungen geworden. Pahakis et al. 
haben Endothelzellen aus der Rinderaorta Schubspannungen ausgesetzt und 
die NO - und PGI²-Produktion nach Depletion von Sialinsäuren untersucht [44]. 
Dabei fanden Sie, dass die Produktion von NO nach Entfernung der 
Sialinsäuren reduziert war, die PGI²-Synthese jedoch nicht beeinflusst wurde. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass zusätzlich zur Funktionsbeeinträchtigung des 
VE-Cadherins in Endothelzellen auch weitere Funktionen und Mechanismen 
des Endothels durch eine Depletion der Sialinsäuren betroffen sind.  
Der unter Schubspannungen und Sialidasebehandlung beobachtete Abfall der 
transendothelialen Widerstände lässt einen deutlichen Funktionsverlust der 
Zellkontakte erkennen, was durch die interzelluläre Lückenbildung erklärt 
werden kann. Ohne Depletion der Sialinsäuren führen Schubspannungen 
innerhalb weniger Minuten zu einer Erhöhung der Widerstände [58]. Die dabei 
67 
festgestellte verstärkte Ausbildung der Aktinfilamente an den Zellkontakten wird 
durch die Schubspannungen induziert [58] und geht mit einer 
Tyrosinphosphorylierung des VE-Cadherins und der Catenine einher [59]. Die 
funktionelle Bedeutung der Tyrosinphosphorylierung am VE-Cadherin/Catenin-
Komplex wird sehr unterschiedlich diskutiert. Lampugnani stellte fest, dass die 
Tyrosinphosphorylierung des VE-Cadherins lediglich in der Frühphase der 
Ausbildung von Zellkontakten stattfindet, während bei bereits fertig 
ausgebildeten Zellkontakten mit Anbindung an das Zytoskelett eine 
Dephosphorylierung stattfindet [33].  Andere Autoren sehen in der 
Phosphorylierung ein Regulationsmechanismus der Permeabilität [69]. Dieser 
Regulationsmechanismus könnte von pathophysiologischer Bedeutung sein, da 
die Arbeit von Lewalle gezeigt hat, dass bei der Extravasation bestimmter 
Tumorzellen, die Zusammensetzung der Adherens junctions nicht wesentlich 
verändert ist, es  allerdings zu einer Tyrosinphosphorylierung am VE-
Cadherin/Catenin-Komplex kommt [36].  
Sowohl Schubspannungen, als auch die Behandlung von Endothelzellen mit  
Phosphataseinhibitoren wie z.B. Pervanadat führen zu einer transienten 
Erhöhung der Widerstände [58, 59]. Die Behandlung der Endothelzellen mit 
Sialidase führte ebenfalls zu einer Erhöhung der Widerstände, allerdings konnte 
keine  begleitende Tyrosinphosphorylierung des VE-Cadherins und der 
Catenine nachgewiesen werden. Aufgrund dieser Daten kann man spekulieren, 
dass die durch Desialylierung induzierte Widerstandserhöhung  einem anderen 
Signalweg unterliegt als die schubspannungsinduzierte Widerstandserhöhung. 
Eine Beeinflussung  weiterer mit Sialinsäuren glykosylierter Membranproteine 
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durch die Sialidase und eine infolge dessen hervorgerufene 
Widerstandserhöhung ist anzunehmen.  
Festgehalten werden kann, dass die Depletion der Sialinsäuren am VE-
Cadherin zu einer ausgeprägten Funktionseinschränkung des VE-Cadherins 
und der endothelialen Barrierefunktion des Endothels führt. 
Dabei könnte die negative Ladung der Sialinsäuren von entscheidender 
Bedeutung sein. Danon et al. haben bei Untersuchungen an Aorten von Ratten 
eine Abnahme der Konzentration an Sialinsäuren auf der Oberfläche der 
Endothelzellen entdeckt, welche zu einer Veränderung der Oberflächenladung 
führte [13]. Mit dieser Änderung der Oberflächenladung ging eine Akkumulation 
in der Intima von positiven Makromolekülen, wie z.B. Ferritin, einher.  
Diese Beobachtung ist von pathophysiologischer Bedeutung, denn Danon et al. 
haben insbesondere bei alten Ratten einen Verlust an Sialinsäuren bei 
Endothelzellen festgestellt, die zu den beschriebenen Veränderungen in der 
Intima führten. Die negative Ladung der Sialinsäuren scheint nicht nur bei 
Endothelzellen von Bedeutung zu sein. Bei Mäusen konnte festgestellt werden, 
dass eine Entfernung der Sialinsäuren zu einem vorübergehenden Verlust der 
Ladung bei den Podozyten führte und damit einen Funktionsverlust, 
insbesondere der Barrierefunktion, des glomerulären Filters der Niere zur Folge 
hatte [20, 48]. 
Die negative Ladung der Sialinsäuren könnte auch für die hier gemachten 
Beobachtungen von Bedeutung sein. Wir hypothetisieren, dass die negative 
Ladung der Sialinsäuren zu einer Ca2+-Immobilisierung und damit zu einer 
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Kalziumkonzentration im Interzellularspalt führt (Abb. 28). Die Fähigkeit der 
Sialinsäuren Kalzium zu binden, ist  hinlänglich bekannt [30]. Durch den Verlust 
der negativen Ladungen und der Kalziumionen könnte es damit zu einer 
Funktionseinschränkung des VE-Cadherins kommen. Der Nachweis dieser 
Hypothese könnte durch eine Bestimmung der Konzentration an Kalziumionen 
im Interzellularspalt erfolgen.  
Zusätzlich ist es vorstellbar, dass die negative Ladung der Sialinsäuren als eine 
Art „Abstandshalter“ der VE-Cadherin-Monomere funktioniert. Der Verlust der 
Sialinsäuren als „Abstandshalter“ kann die beobachtete Clusterbildung des VE-
Cadherins nach Inkubation mit Sialidase erklären. Diese Clusterbildung wäre 
dann vermutlich auch die Ursache für die Widerstandserhöhung nach Gabe  
von Sialidase. Allerdings ist diese Clusterbildung mit einem Verlust der 
Adaptationsfähigkeit der Zellkontakte verbunden. Eine weitere Erklärung für die 
Widerstandserhöhung könnte sein, dass durch die Sialidase Sialinsäuren 
anderer Membranproteine depletiert wurden und damit  eine intrazelluläre 
Signaltransduktion in Gang gesetzt wurde, die zu der beobachteten  
Widerstandserhöhung führte. Die im Rahmen dieser Arbeit getroffenen 
Beobachtungen könnten von pathophysiologischer Bedeutung sein, wenn man 
bedenkt, dass bestimmte Erreger, wie z.B. Clostridium perfringens, Sialidase 
produzieren und sezernieren und damit die Ausbreitung der Erreger in 
perfundierten Gefäßen fördern würde.  
Bereits nachgewiesen ist eine Veränderung der Rheologie der Erythrozyten in 
septischen Patienten, welche durch den Verlust an Sialinsäuren in der 
Erythrozytenmembran hervorgerufen wird [47]. Bei Verlust der Sialinsäuren des 
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pulmonalen Endothels kommt es zu einer Adhäsion und Migration von 
Neutrophilen [50]. 
Ausgehend von den hier dargestellten Ergebnissen ist es weiterhin vorstellbar, 
Sialinsäuren im Blut oder Serum als klinischen Marker für Endothelzellschäden 
zu benutzen. In verschiedenen klinischen Studien wurden bereits 
Untersuchungen durchgeführt, die sich mit der Beziehung zwischen der 
Serumkonzentration von Sialinsäuren und dem Schweregrad der 
Arteriosklerose bzw. koronarer Herzkrankheit beschäftigt haben. Dabei konnten 
enge Korrelationen zwischen der Serumkonzentration an Sialinsäuren und dem 
Schweregrad der Gefäßerkrankungen festgestellt werden [11, 12, 24, 25, 70]. 
Erhöhte Serumkonzentrationen von Sialinsäuren korrelieren scheinbar auch mit 
der Mortalität bei KHK und Schlaganfall [37]. Diese Korrelation zwischen 
Serumkonzentration der Sialinsäuren und Schweregrad der 
Gefäßerkrankungen werden allerdings weiterhin kontrovers diskutiert [26,68], 
so dass es noch keine routinemäßige klinische Anwendung  für Sialinsäuren als 
Marker gibt. 
Außerdem gibt es klinische und experimentelle Studien, die eine mögliche 
Verwendung von Sialinsäuren als Tumormarker untersucht haben [19, 45, 46], 
und die Bedeutung der Sialinsäuren für die Metastasierung untersucht haben 
[67]. Dabei konnten vor  allem für kolorektale und ovariale bzw. uterine 
Tumoren Beziehungen zwischen Serumkonzentration der Sialinsäuren und 
Tumorstadium gefunden werden [2, 18, 32, 57].  Wie bei der KHK konnten sich 
Sialinsäuren als klinische Tumormarker in der täglichen Routine allerdings nicht 
durchsetzen. 
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Sialinsäuren von essentieller 
Bedeutung für die einwandfreie Funktion des VE-Cadherins sind und damit für 
die Barrierefunktion des Endothels. Wir postulieren, dass es sich dabei um eine 
direkte Folge der Depletion der Sialinsäuren und nicht um eine Catenin 
vermittelte Wirkung handelt. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die 
zu Grunde liegenden Mechanismen aufzuklären.   
Abb. 28: Modell der VE-Cadherin vermittelten Adhäsion zwischen 
Endothelzellen. VE-Cadherin (hier trunkiert dargestellt), bindet über die negativ 
geladenen Sialinsäuren, Kalziumionen. Es kommt zur Ausbildung von 
Adhäsionsdimeren zwischen den VE-Cadherinen benachbarter Zellen. 
Vermutlich wird durch den Verlust der negativen Ladungen durch die Sialidase, 
und den dadurch bedingten Kalziumverlust, die Ausbildung der 
Adhäsionsdimere verhindert. Das ist vermutlich der Grund für die in dieser 
Arbeit gezeigten Veränderung in der Verteilung des VE-Cadherins und die 
dadurch hervorgerufene Störung der Barrierefunktion. 
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